EL IE ^K JR Acta Entomologica Sinica, November 2015, 58(11) : 1177 -1185 doi : 10. 16380/j. kexb. 2015. 11. 004 








亚洲 玉米 晶 C 型 凝集 素 CTL6 的 克隆 和 功能 分 析 


HRW, A 源 ， 洪 X. 0, EER, EA 


(1. 中 国 农业 大 学 农学 与 生物 技术 学 院 , 北京 100193 ; 
2. 中 国 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 , 植物 病虫害 生物 学 国家 重点 实验 室 , 北京 100193 ) 























摘要 :【 目 的】 鉴定 出 一 种 新 的 亚洲 玉米 量 Ostrinia furnacalis (Guenée) C 型 凝集 素 (C-type lectin) ,并 对 其 功能 进行 
初步 研究 。【 方 法 】 通 过 生物 信息 学 分 析 , 从 亚洲 玉米 蜡 转 录 组 中 筛选 得 到 一 个 可 能 的 C 型 凝集 素 基因 ,命名 为 
CTL6。 利 用 RT-PCR 技术 分 析 该 基因 在 亚洲 玉米 师 不 同龄 期 ,不同 组 织 及 不 同 病 原 物 诱 导 下 的 表达 模式 。 借 助 原 
核 及 杆 状 病毒 真 核 表达 系统 产生 重组 CTL 蛋白 ,并 利用 细菌 凝集 实验 对 其 功能 进行 初步 研究 。【 结果】C776 基因 
cDNA 全 长 序列 为 1 034 nt, 其 中 完整 开放 阅读 框 为 945 mt。 推导 的 CTL6 多 肽 序列 包括 314 个 氨基 酸 残 基 ,N 端 含 
有 由 22 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 信号 肽 。CTL6 成 熟 肽 中 含有 两 个 串联 的 糖 识 别 结构 域 ,与 烟草 天 蛾 Manduca sexta 的 
IML-2 (Immulectin-2) 同 源 性 最 高 。RT-PCR 结果 显示 ,C7T16 在 亚洲 玉米 量 5 龄 幼虫 期 转录 水 平 最 高 , 卵 期 其 次 ,不 
同 组织 中 则 是 在 脂肪 体 中 转录 水 平 最 高 , 呈 诱 导 性 表达 。 纯 化 的 CTL6 重组 蛋白 对 大 肠 杆菌 Escherichia coli 具有 一 
定 的 凝集 作用 。【 结 论 】 鉴 定 到 的 亚洲 玉米 蜡 CTL6 是 一 种 典型 的 C 型 凝集 素 , 重 组 CTL 蛋白 可 能 参与 了 亚洲 玉 
米 量 对 病原 菌 的 凝集 作用 。 
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Abstract: [Aim] This study aims to identify a C-type lectin in Ostrinia furnacalis ( Guenée) and to 
investigate its function. [Methods] A potential C-type lectin gene was identified from O. furnacalis 
transcriptome with bioinformaties analysis and designated as CTL6. lts expression profiles in different 
developmental stages and tissues and after different pathogen induction in this insect were analyzed with 
RT-PCR. The recombinant CTL6 protein was produced in the prokaryotic or baculovirus eukaryotic 
expression system, and its function was investigated preliminarily with bacterial agglutination assay. 
[ Results] The full-length cDNA of CTL6 is 1 034 nt, with an open reading frame of 945 nt. The deduced 
protein consists of 314 amino acid residues, including a predicted 22-residue secretion signal peptide. 
The mature CTL6 peptide contains two carbohydrate recognition domains. Database search indicated that 
O. furnacalis CTL6 has the highest amino acid sequence identity to IML-2 ( Immulectin-2) from Manduca 
sexta. RT-PCR results showed that CTL6 was transcribed at the highest level in the 5th instar larval 
stage, followed by the egg stage, and its expression level in the fat body was the highest among the tested 
tissues. CTL6 mRNA level obviously increased after bacterial or fungal injection. Agglutination assay 
revealed that the purified CTL6 recombinant protein played a role in the agglutination of Escherichia coli. 
[ Conclusion] The identified O. furnacalis CTL6 is a typical C-type lectin, which may be involved in the 
agglutination response of O. furnacalis against pathogens. 
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一 般 认 为 ,昆虫 缺乏 高 等 动物 所 具有 的 获得 性 
免疫 系统 ,主要 依赖 自 吴 高 效 的 天 然 免 疫 系统 抵御 
不 同 外 源 病 原 物 的 侵 染 并 成 功 楷 衍生 息 (Jiang et 
al., 2010; 张 明 明 等 , 2012; Kingsolver and Hardy, 
2012) 。 外 源 病原 物 人 侵 后 ,昆虫 必须 首先 能 够 识 
别 “ 异 已 ”分 子 ,进而 快速 启动 体内 的 天 然 免疫 反 
应 ,并 产生 各 种 效应 分 子 来 杀 灭 清除 外 源 物 。 昆 虫 
对 外 源 病 原 物 的 识别 主要 通过 昆虫 体内 的 模式 识别 
和 蛋白 受 体 ( pattern. recognition protein receptors, 
PRPs) 识别 并 结合 病原 物 表 面 特 有 的 病原 相关 分 子 
模 式 ( pathogen-associated molecular patterns, 
PAMPs) 来 实现 的 (Cherry and Silverman, 2006; 
Hughes, 2012) 。C 型 凝集 素 ( C-type lectin) ,又 称 免 
疫 凝 集 素 ,是 一 种 重要 的 昆虫 模式 识别 蛋白 受 体 , 含 
有 一 个 或 两 个 糖 识别 结构 域 ( carbohydrate 
recognition domain, CRD ) ,通过 识别 外 源 病 原 物 来 
参与 昆虫 的 天 然 免疫 反应 。 迄 今 为 止 ,在 烟草 天 蛾 
Manduca sexta ZÆ Bombyx mori 棉铃 虫 Helicoverpa 
armigera PIEM Rt Drosophila melanogaster 中 已 鉴 
EE C 型 凝集 素 (Haq et al., 1996; Koizumi et al., 
1999; Yu et al., 1999; Chai et al., 2008) 。 研 究 表 
明 ,C 型 凝集 素 可 特异 性 地 识别 细菌 表面 的 脂 多 糖 
或 脂 磷 壁 酸 并 与 之 结合 ,从 而 引起 细菌 、 真 菌 等 微 生 
物 的 凝集 (Takase et al., 2009; Jin et al., 2013) 。 此 
外 ,C 型 凝集 素 还 可 以 促进 酚 氧化 酶 原 的 激活 ,导致 
黑色 素 在 病原 物 表 面 的 沉积 (Yu and. Kanost, 2004; 
Ling and Yu, 2006; * EE AE, 2009), 。 例 如 : 果 晶 
C 型 凝集 素 DLI (Drosophila C-type lectins 1 ) 能 与 革 
兰 氏 阴性 细菌 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 结合 ( Tanji 
et al., 2006) , RIE C 型 凝集 素 DL2 和 DL3 可 在 
Ca ' 存 在 的 情况 下 使 大 肠 杆菌 凝集 。DI2 和 DL3 
还 参与 了 黑 化 作用 和 淋巴 细胞 的 吞噬 作用 (Ao et 
al., 2007) 。 家 簿 淋巴 液 中 的 BmMBP (Bombyx mori 
multibinding protein) 含有 两 个 串联 的 糖 识别 结构 
域 ,可 以 识别 并 结合 多 种 革 兰 氏 阴 性 菌 、 革 兰 氏 阳性 
菌 和 酵母 Saccharomyces cerevisiae ,并 在 体内 促进 淋 
巴 细胞 的 集结 作用 (Watanabe et al., 2006) 。 

目前 ,关于 C 型 凝集 素 的 功能 在 烟草 天 蛾 中 研 
究 得 最 为 充分 , 共 发 现 了 4 种 烟草 天 蛾 C 型 凝集 
素 , 即 免疫 凝集 素 1 至 4(immulectin-l to 4, IML-1, 
IML2, IML-3 和 IML-4) (Yu et al., 1999; Yu, 
2000; Yu et al., 2005; Ling and Yu, 2006; Yu and 
Ma, 2006; Yu et al., 2006) 。 其 中 IML2 的 转录 水 
平 在 烟草 天 蛾 受到 革 兰 氏 阴 性 菌 侵 染 后 会 明显 上 
升 ,重组 IML-2 蛋白 可 专 一 性 地 与 革 兰 氏 阴 性 戎 结 
合 ,参与 了 烟草 天 蛾 对 革 兰 氏 阴 性 菌 的 清除 以 及 增 
强 淋 巴 细胞 的 包 吉 和 黑 化 作用 (Yu，2000; Jiang, 
































































































































2003; Yu and Kanost, 2004) 。 

EYE KIE Ostrinia furnacalis ( Guenée) J&— fb 
重要 的 农业 害虫 , 属 鳞 翅 目 蜡 蛾 科 。 通 过 Humina 
测序 技术 得 到 了 亚洲 玉米 蜡 的 转录 组 数据 ,分 析 显 
示 存 在 14 个 潜在 的 C 型 凝集 素 基 因 (Liu et al, 
2014) 。 其 中 命名 为 C716 的 基因 与 烟草 天 蛾 IML-2 
有 最 高 的 同 源 性 。 本 研究 表明 C7L6 编码 的 多 肽 具 
^H EH HER C 型 凝集 素 的 典型 特征 。C726 在 亚 
VEKE 5 龄 幼虫 期 的 转录 水 平 最 高 , 卵 期 其 次 ,不 
同 组 织 中 则 是 在 脂肪 体 中 转录 水 平 最 高 , 且 细 菌 或 
真菌 侵 染 后 CTL6 的 转录 水 平均 明显 增加 。 真 核 表 
达 系 统 来 源 的 CTL6 重组 蛋白 对 大 肠 杆菌 具有 一 定 
的 凝集 作用 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

实验 所 用 的 亚洲 玉米 蜡 采 用 半 人 工 饲料 ( 宋 彦 
英 等 ,1999 ) 在 人 工 气候 培养 箱 ( GX2-500B 光照 培 
养 箱 , 宁波 江南 仪器 厂 ) 中 饲养 (28%C ,相对 湿度 
70% ~90% , 光 周 期 为 16L: 8D) ,并 根据 其 赔 皮 次 数 
和 头 壳 宽度 来 鉴定 其 龄 期 。 该 实验 所 用 的 球 孢 白 僵 
Beauveria bassiana TE Hy gh Xn ag T ES ( potato 
dextrose agar, PDA) 培养 基 上 培养 (28% ,相对 湿度 
80% ) ,接种 后 3 -4 周 收集 孢子 并 悬浮 ,稀释 至 终 浓 
度 为 2x10 个 /pL 备用 。 
1.2 供 试 主要 试剂 

TRNzol Reagent 提取 试剂 盒 \TIANScript cDNA 
第 一 链 合成 试剂 盒 .琼脂 糖 凝 胶 DNA. 回收 试剂 盒 均 
购 自 天 根 生化 科技 (北京 ) 有 限 公司 ;细胞 转 染 试剂 
Cellfectin II Reagent ( Invitrogen ) 无 血清 昆虫 培养 
A ( Lonza ) 和 Ni-NTA Agarose ( QIAGEN) 购 自 北京 
泽 平 科技 有 限 公 司 。 其 他 试剂 为 国内 分 析 纯 。 
1.3 亚洲 玉米 晶 CTL6 基因 的 克隆 

向 亚洲 玉米 量 5 龄 第 0 天 尚未 取 食 的 幼虫 体内 
注射 3 pL 孢子 悬浮 液 (2 x10 个 /pL) ,10 后 , 按 
照 天 根 生 化 科技 (北京 ) 有 限 公 司 TRNzol Reagent 
提取 试剂 盒 说 明 书 提取 幼虫 总 RNA ,并 按照 
TIANScript cDNA 第 一 链 合成 试剂 盒 说 明 书 合成 
cDNA。 根 据 亚洲 玉米 蜡 转 录 组 数据 (Liu et al., 
2014) 设 计 引 物 ( 表 1) ,通过 PCR 扩 增 获得 C716 全 
长 序列 。PCR 扩 增 反应 条 件 为 :94Y 预 变性 3 min; 
94C 变性 30 s,55% 退火 30 s,72% 延伸 1 min,38 
个 循环 ;72% 延伸 10 min, 
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1.5% S E B SEE E vk Fu PCR. 产物 后 , 切 胶 
回收 得 到 目的 片段 ,并 进一步 将 目的 片段 连接 到 
pMD19-T 载体 ,筛选 阳性 克隆 菌株 并 送 至 生 工 生物 




















工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公司 测序 ,进而 获得 CTL6 的 
完整 编码 序列 。 





表 1 基因 克隆 .RT-PCR 及 构建 表达 载体 所 用 的 引物 序列 


Table 1 Nucleotide sequences of primes used in gene cloning, RT-PCR and construction of expression vectors 
































引物 名 称 引物 序列 (5 -3 ) 引物 用 途 
Primer name Primer sequences Use of primers 
CTL6-F CTGCAACGATGCAGACCGTTG cDNA 克隆 
CTL6-R TTCAATGCTCATCATCACACATC cDNA cloning 
qCTL6-F TGTGGTACTACTGATCCTGA 
qCTL6-R TTTCAATGCTCATCATCACAC RGR 
rpL8-F AAGCGAGGAACATCAGCC 
rpL8-R GGTCTTGCCACCACGAAT 
pCTL6-F CATCATCATCATCACCGTCAGTTCAGA ue 
原核 表达 
pCTL6-F1 ATCCATGGGCCATCATCATCATCATCAC "ER 
pCTL6-R ATGCGGCCGCTTTCA ATGCTCATCATCACAC UA D 
eCTL6-F TAGGATCCAAACTGCAACGATGCAGACCCTT FORE 
eCTL6-R ATGACCTCCTCCATGCTCATCATCACAC e Haee 
eCTL6-R1 ATGCGGCCGCTTAATGGTGATGGTGATGATGACCTCCTCC Ad E 


1.4 CTL6 基因 序列 的 生物 信息 学 分 析 

获得 CTL6 的 cDNA 序列 后 ,利用 Bio Edit 软件 
搜索 开放 阅读 框 ,并 翻译 成 氮 基 酸 序 列 。 氨 基 酸 序 
列 的 分 析 、 分 子 量 及 等 电 点 的 预测 , 在 EXPASY 
( Expert Protein Analysis System ,http://www. expasy. 
org) 上 完成 。 在 Signal 4. 1 Server. ( http://www. 
cbs. dtu. dk/services/SignalP/) 查找 信号 肽 。 在 
SMART ( http;//smart. embl. de/) 系统 中 预测 CTL6 
的 蛋白 结构 域 。 在 Clustal W2 (http://www. ebi. ac. 
uk/ Tools/msa/clustalw2/ ) 系统 中 比 对 氨基 酸 序 列 。 
"B MEGAS 软件 ,根据 neighbor-joining 的 方法 
(Tamura et al., 2007 ) 构 建 系统 发 育 树 。 
1.5 CTL6 表达 模式 分 析 

为 了 研究 CTL6 的 时 空 表 达 模 式 , 从 亚洲 玉米 
Ws P^ Bg JE, CSS. -5 龄 第 0 XA HS Ld, 
以 及 5 龄 幼虫 的 头 、. 中 肠 、 脂 肪 体 ,总 血细胞 等 组 织 。 
此 外 ,还 选取 亚洲 玉米 蜡 5 龄 第 0 天 尚未 取 食 的 幼 
虫 , 注 射 2 uL 无 菌 1 x PBS ( phosphate buffered 
saline) 用 作对 照 ; 注 射 5 x 10 个 /pL 灭 活 的 大 肠 杆 
菌 菌 液 ,或 5 pg/pL 的 灭 活 藤 黄 微 球 菌 Micrococcus 
luteus 菌 液 ,或 3 x 10 个 /pL 球 孢 白 僵 菌 的 分 生存 
子 液 作为 处 理 。 注 射 后 正常 喂食 ,20 h 后 收集 幼 
虫 。 然 后 按照 第 1.3 节 所 述 的 方法 获得 所 取材 料 的 
总 RNA 并 合成 cDNA。 然 后 采用 半 定 量 RT-PCR 的 
方法 ,检测 CTL6 基因 在 样品 中 的 转录 水 平 ,亚洲 玉 
米 蜡 核糖 体 蛋 白 L8 基因 (wpL8 ) 被 用 作 内 参 , 所 用 引 
物 见 表 1, PCR 扩 增 反应 条 件 为 :94C 预 变性 3 


















































min ;94*C 变性 30 s,55% 退火 30 s,72*C 延伸 30 5,28 
个 循环 ;72% 延伸 10 min; PCR 扩 增 产物 经 1.5% 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 并 拍照 。 
1.6 利用 原核 表达 系统 产生 CTL6 重组 蛋白 

为 了 获得 CTL6 重组 蛋白 ,设计 引物 ( 表 1), 通 
过 PCR 扩 增 获得 编码 成 熟 CTL6 蛋白 的 目的 基因 片 
Eto 将 PCR 产物 纯化 后 连接 到 pMD19-T 载体 
(TaKaRa, Japan) ,测序 正确 后 ,经 Ncol 和 NotI 双 酶 
切 ,再 连 入 经 同样 酶 切 的 pET28a 表达 载体 
(Novagen, USA) 中 。 将 构建 好 的 表达 载体 转 人 大 
肠 杆 菌 BL21 (DE3 ) 感受 态 细胞 。 参照 Chu 等 
(2015a) 的 方法 进行 和 蛋白 表达 。 表 达 的 蛋白 样品 经 
12% 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (SDS-PAGE) 检 测 。 
1.7 利用 Bac-to-Bac@ 杆 状 病毒 表达 系统 产生 
CTL6 重组 蛋白 

以 1.3 节 中 构建 好 的 测序 质粒 为 模板 ,在 开放 
读 码 框架 外 设计 特异 性 引物 ( 表 1) ,通过 PCR 扩 增 
含有 信和 号 肽 部 分 的 CTL 全 长 序列 。 测 序 正 确 后 经 
BamHI 和 Notl 双 酶 切 , 连 和 人 经 同样 酶 切 的 
pFastBacl 载体 (Invitogen，USA ) 。 转 化 后 提取 质 
粒 ,进一步 转 人 大 肠 杆 菌 DH10Bac 感受 态 细胞 中 获 
得 Bacmid 大 质粒 。 再 利用 细胞 转 染 试剂 Cellfectin 
II Reagent 将 大 质粒 转 入 草地 夜 蛾 Spodoptera 
frugiperda Sf9 真 核 细 胞 。 再 用 Bac-to-Bac@ 杆 状 病 
毒 表达 系统 (Invitrogen，USA ) 进行 后 续 重 组 蛋白 表 
达 。 然 后 利用 镍 -琼脂 糖 凝 胶 ( Ni-NTA ) 参照 Chu 等 
(2015a) 的 方法 从 无 血清 细胞 培养 基 中 纯化 CTL6 
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重组 蛋白 ,并 在 缓冲 液 (20 mmol/L Tris, 100 mmol/ 
L NaCl, pH 8.0) 中 透析 过 夜 。 经 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
电泳 检测 纯度 后 ,分 装 , 于 -80Y 保存 备用 。 
1.8 重组 蛋白 对 大 肠 杆 菌 凝 集 能 力 的 分 析 
为 了 检测 CTL6 重组 蛋白 对 大 肠 杆菌 的 凝集 作 
用 ,首先 按照 Tian 等 (2009 ) 的 方法 用 咱 喧 橙 标记 大 
肠 杆 菌 DH5a ,然后 将 标记 的 大 肠 杆菌 莽 浮 于 含 2 
mmol/L CaCl, 的 TBS 缓冲 液 (25 mmol/L Tris-HCl , 
137 mmol/L NaCl, 3 mmol/L KCl, pH 7.0) 中 ,使 得 
细菌 浓度 为 1 x 10 4P/pL. Ht 10 pL 菌 液 置 于 96 
孔 板 中 ,然后 加 入 1.7 节 中 得 到 的 纯化 CTL6 和 蛋白 
(HER TBS 缓冲 液 将 CTL6 蛋白 稀释 至 终 浓度 分 
别 为 10,30 和 40 pg/mL, 同 时 将 终 浓度 为 40 pg/ 
mL 的 牛 血 清白 蛋白 (bovine serum albumin, BSA) 和 
亚洲 玉米 旦 酚 氧 化 酶 原 重 组 蛋白 (Chu et al., 












































AMG 公司 ) 下 观察 并 拍照 。 
2 结果 


2.1 ENEKE CTL6 基因 全 长 序列 的 获得 与 
分 析 

通过 对 亚洲 玉米 蜡 转 录 组 数据 进行 初步 分 析 
(Liu et al., 2014) ,本 研究 确定 了 以 CTL6 为 研究 对 
象 。 为 了 研究 该 基因 的 功能 ,我 们 首先 通过 PCR dx 
术 获 得 了 该 基因 的 全 长 序列 。 测 序 结果 表明 所 获得 
的 CTL6 基因 cDNA 序列 全 长 为 1 034 nt( 图 1), 其 
中 包含 945 nt 的 完整 开放 阅读 框 。 该 序列 共 编 码 
314 个 氨基 酸 残 基 , 其 中 40 个 为 酸性 氨基 酸 ,40 个 
为 碱 性 氨基 酸 。 翻 译 的 氨基 酸 序列 N 端 合 22 4-5 
基 酸 残 基 组 成 的 信号 肽 ,推测 CTL6 是 一 个 分 泌 和 蛋 

















2015b) 用 作对 照 。 室 温 放 置 45 min 后 , 取 5 pL 制 
片 ,于 荣光 显微镜 (EVOS 荧光 倒置 显微镜 , 美国 








白 ,合成 后 可 能 分 泌 到 淋巴 液 中 行使 功能 。 预 测 其 
分 子 量 约 为 33.0 kDa, 等 电 点 为 5.42。 


ATTACCTAATTGATAGATTCAGTTTAATCTTCAGTTCTCTGGTCAAACTGCAACGATGCAGACCGTTGTAAGAATCTTTCTTTTTGC 


=22 MOS OON VUR db ELLE A 
88 CTGTTTTTGTGTAGCAGTAATAGTTGGCAGTGGCCGTCAGTTCAGATGTGACTATAAATACATACCAGAAGCTGGAGGATGGTTGAA 
175 GTTCAACGAGATGCCCTCCAATTTTAACGAGGCTCGACTCAGGTGTCATATGGAAGGAGCTGTTCTAGCGTCCCCATTGACACCAGC 
19- VEON E NM Ne MN RER MG 
262  TTTGAGAGACGCAATGGCGAATTTGGCCAAAAACAATGGCAACACCTGTGGCATATTCACGGGTATCCACGCTGTCTTCTCGAGGGG 
g EOR DAAM AN AR NN Ne TC el Rm OT ESOS ISRISG 
349  AGATTTTGCTTCTATTGAAGGTATCCCTCTCTCCAAAATCCCTCACTCCTGGGCTAAAGATGAACCAGACAACTTCAAGGATGAGGA 
dg DR MN CECUDO ECORPOODCINOCEBIGKC DLE OR 
436  AAACTGCATCATCCAACTGCCAGAAGGAGTGTTGGCAGATGTAAGGTGCAAAGACACGTTCCCATACATGTGCTATAAGAAGAAAGC 
106 [N IeSICQOCXIGEPEGEeTYGR NS BORDGOV UR K D T FP Y M Y|kK K K A 
523  CACACTGGTCATGACTGCCTGTGGTACTACTGATCCTGAATACAATCTCGACTCCCGTACCAACAAGTGTTACAAGTTCCATCGAGT 
1385 T L VM T A G T T D P E Y N L D S R T N K YO OECUBETUHOSRCUSY 
610  ACCACGCACCTGGTCCCGAGCCTACATGACGTGTGTGGCGGAAGGTGGCCATCTCGCCATCATCAACTCTGATACTGAGGCCACCGT 
164 P RT WS RA YMIT A 
697  CATCAGGGAACTCTTCGCGAAGAACCCAGGAGGCGTCATGCTCGGAACCTTCTGGAAGGATGTAGCATTCATGGGTTTCCATGACTG 
193... [TR TN GO MT Fo7W-* Doy A-cGECUMOOG  CECHT peeWw) 
784  GACTGAGCATGGGGAGTGGGGGACAATCCAGGGTCAAACCCTAAAGGAAGCAGGTTACGACAAGTTCTCTCCTGGAGAGCCCAACAA 
222 TECH UORIECOW C YT OE OU OG 2Q UPLCOETURCOE. RS G7 0* DOUKCÓROLSCOPOUG) dp OM 
871  CGCGACCACCGGTGAATTTTGCGGTGCAGTGTACCGATCCGCCATGTTTGACGATCTGTGGTGCGAGAACCAATACGCCTTCATCTG 
251 [|a T 7T G E F| GUGACGLOYCIRCOSCUATIMCIECOD: DECUS N E NW Q Y A f I 
958  TGAGAAGAGTCCAGACAGTCTGATGTGTGATGATGAGCATTGAAAGTTATTATTAATAAAACCTTTTTAAGCACAAG 
220 [E]k s P p s 5 Mc pp E HB -* 








图 1 WIEKI C776 基因 全 长 cDNA FIR ARFI 


Nucleotide sequence and amino acid sequences of CTL6 from Ostrinia furnacalis 





Fig. 1 














信和 号 肽 序列 用 横 线 标注 ;保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 用 灰色 阴影 标注 ; 糖 识别 结构 域 用 方 框 标 注 。Amino acid residues in the signal peptide are 


marked with underline; conserved cysteine residues are marked with gray shadow; carbohydrate recognition domains are marked with box. 








2.2 亚洲 玉米 蝇 CTL6 基因 的 生物 信息 学 分 析 
结果 

利用 SMART 软件 对 亚洲 玉米 虹 CTL6 编码 的 氮 
基 酸 序列 分 析 表 明 ,亚洲 玉米 旦 CTL6 的 氨基 酸 序列 
与 鳞 翅 目 其 他 昆虫 体内 已 发 现 的 C. 型 凝集 素 类 似 , 含 
有 两 个 串联 的 糖 识 别 结 构 域 (CRD1 和 CRD2 ) 。 两 个 


糖 识别 结构 域 分 别 含 有 126 和 140 个 氨基 酸 残 基 , 且 
两 个 糖 识别 结构 域 分 别 包括 4 和 6 个 保守 的 半 胱 氨 
酸 残 基 ( 图 1 和 图 2)。 将 新 鉴定 的 CTL6 氨基 酸 序列 
与 28 个 其 他 昆虫 来 源 的 已 知 C 型 凝集 素 氨 基 酸 序列 
进行 同 源 比 对 ( 附 图 1) 。 所 构建 的 系统 发 育 树 (图 
3) 表 明 : 亚 洲 玉 米 蜡 CTL6 与 烟草 天 蛾 和 家 大 的 C 型 
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凝集 素 聚 合成 了 一 个 分 文 , 且 与 烟草 天 蛾 的 IML-2 同 ”在 进化 上 亲缘 关系 最 接近 ,可 能 具有 和 烟草 天 蛾 
源 性 最 高 ,说明 亚洲 玉米 虹 CTL6 与 烟草 天 蛾 IML-2 ”IML-2 类 似 的 促进 大 肠 杆菌 凝集 的 功能 。 








OfCIL6 Mgrvv ACFCVAVIVGSGRI 89 
MsIML-2 MYRSFI ET..SSIVSINHEVNEBEBNE 88 
BmLBP LAS -..LTEAYLDÉQ 86 
DmDL2 0 
CRD1 
OfCIL6 178 
MsIML-2 178 
BmLBP 176 
DmDL2 49 
OfCIL6 268 
MsIML-2 268 
BmLBP 266 
DmDL2 139 
OfCIL6 ) FDBLWCENC 314 
MsIML-2 | PTSDSFDDIIDIRNY 326 
BmLBP | HD! 313 
DmDL2 186 











图 2 亚洲 玉米 蜡 CTL6 与 其 他 3 种 C 型 凝集 素 的 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 2 Alignment of amino acid sequences between Ostrinia furnacalis CTL6 and three other C-type lectins 
CRD 中 的 保守 半 胱 氨 酸 残 基 上 方 用 星 号 标注 ; 决定 结合 特异 性 的 两 个 关键 氨基 酸 残 基 上 方 用 菱形 标注 。The conserved cysteine residues in 


CRD are indicated by the asterisk, and the two amino acid residues that are the most important for the determination of ligand binding specificity are 
































marked by diamond. 


100r- BmCTL20 XP. 004922068 
BmCTL21 XP. 004922067 
o 199 BmCTL19 ADB12587 
OfCTL6 AIR95998** 
100| 48 MsIML-2 AAF91316 
308 HaCTL2 ACI32834 
90 HaCTL1 ABF83203 
100L—HaCTL6 AFI47451 
80 100 MsIML-3 AAV41236 
MsIML-4 AAV41237 
100 HaCTL7 AF147452 
HaCTL8 AF147453 
HaCTL4 AF147449 
39 100 BmCTL11 XP. 012549374 
MsIML-1 AAC33576 
400p —^8CTL8 EAT39254 
100 AgCTL9 EAA04956 
100 DmCTL25 AAF48125 
100 BmCTL2 XP_004932837 
BmCTL1 XP_004932809 
DmCTL9 AGB95404 
91 AgCTL4 EAA45160 
100| AaCTL4 EAT33364 
56 CpCTL88 EDS28660 
BmCTL15 XP. 012544368 
DmCTL29 ACL83515 
83 M CpCTL24 EDS27316 
= m AaCTL10 EAT33985 
AgCTL11 EGK96832 


图 3 基于 氨基 酸 序列 的 亚洲 玉米 量 CTL6 的 进化 树 分 析 ( 邻接 法 ) 
Fig. 3 Phylogenetic analysis of CTL6 from Ostrinia furnacalis based on amino acid sequence ( neighbor-joining method) 
Aa; 埃及 伊 蚁 Aedes aegypti; Ag: Anopheles gambiae; Bm: Z&& Bombyx mori; Cp: 致 倦 库 蚊 Culex quinquefasciatus; Dm; 黑 腹 果 蝇 Drosophila 
melanogaster; Ha; 棉铃 虫 Helicoverpa armigera; Ms: 烟草 天 蛾 Manduca sexta ; Of; 亚洲 玉米 量 Ostrinia furnacalis. [El rp pe Jg Bre 212 3 
的 GenBank 登录 号 。The number after the gene name is the GenBank accession number. 
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2.3 亚洲 玉米 晶 CTL6 基因 在 不 同龄 期 .不 同 组 织 
及 不 同 病 原 物 诱导 下 的 转录 水 平 存在 差异 

CTL6 基因 在 玉米 旦 5 龄 幼虫 期 的 转录 水 平 最 
高 , 卵 期 其 次 ,在 晴 期 也 可 检测 到 微弱 的 转录 (图 4: 
A). CTL6 在 不 同 组 织 内 的 转录 水 平 也 不 尽 相同 ， 
其 中 在 脂肪 体内 转录 水 平 最 高 ,其 次 是 头 部 ,然后 是 
中 肠 , 在 淋巴 液 离心 获得 的 总 血细胞 内 的 转录 水 平 
最 低 ( 图 4: B) 。 此 外 ,亚洲 玉米 蜡 幼 虫 分 别 感染 大 
肠 杆 菌 、 蔷 黄 微 球 苗 或 球 孢 白 僵 菌 后 ,C726 的 转录 
水 平均 明显 增加 , 且 芯 黄 微 球 落 和 球 孢 白 僵 菌 的 诱 
导 效 果 更 好 (图 4: C) 。 这 表明 CTL 在 亚洲 玉米 蜡 
体内 呈 诱 导 性 表达 。 
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到 4 wWJJl xum C776 基因 在 不 同龄 期 (A) .3 龄 幼虫 
不 同 组 织 (B) 及 不 同 病 原 物 诱 导 下 5 龄 幼虫 
体内 (C) 的 表达 模式 
Fig. 4 Expression profiles of CTL6 in different developmental 








stages ( A) , different tissues of the 5th instar larvae (B) and 

the 5th instar larvae under different pathogen 
induction ( C) from Ostrinia furnacalis 
Egg: BB Ege; Ll; 1 龄 幼虫 lst instar larva; L2; 2 龄 幼虫 2nd instar 
larva; L3: 3 龄 幼虫 3rd instar larva; L4; 4 龄 幼虫 Ath. instar larva; 
L5: 5 龄 幼虫 Sth instar larva; P; "jj Pupa; Wb; 全 身 Whole body; 
Hd; 3; Head; Fb: 脂肪 体 Fat body; Te: 总 血细胞 Total blood cells; 
Mg: 中 肠 Midgut; Ck; 磷酸 盐 绥 冲 液 Phosphate buffered saline; Ec: 
大 肠 杆 菌 Escherichia coli; Ml: EMER Micrococcus luteus; Bb; ER 
WAER Beauveria bassiana. 



































2.4 利用 原核 表达 系统 产生 了 不 溶 的 CTL6 重组 
蛋白 

为 了 研究 亚洲 玉米 蜡 CTL6 蛋白 的 可 能 功能 ， 
我 们 首先 尝试 利用 简单 的 原核 表达 系统 获得 可 用 的 
TAEA. SDS-PAGE 分 析 结 果 显 示 : 蜡 丙 基 硫 代 
半 和 乳糖 背 (IPTG ) 诱 导 后 ,33 kDa 左右 有 一 条 表达 量 
明显 增加 的 特异 条 带 ,和 预期 的 CTL6 重组 蛋白 分 
子 量 大 小 完全 一 致 (图 5) 。 但 是 ,将 收集 的 苦 体 超 

















声 裂 解 后 ,原核 表达 系统 获得 的 CTL 重组 蛋白 几 
平 全 部 在 包涵 体 中 ,为 不 可 溶 蛋 白 ( 图 5, 第 4 泳 
道 )。 我 们 曾 试 图 对 该 不 溶 蛋 白 进行 复 性 ,多 次 尝 
试 后 仍然 无 法 得 到 可 溶 的 CTL6 重组 蛋白 , 故 原核 
表达 系统 产生 的 这 部 分 蛋白 不 能 用 于 后 续 的 功能 分 
析 , 仅 拟 用 于 产生 特异 的 CTL6 抗体 。 








1 2 3 4 





图 5 SDS-PAGE 检测 原核 表达 系统 来 源 的 CTL6 重组 蛋白 
Fig. 5 SDS-PAGE detection of the recombinant CTL6 








produced in the prokaryotic system 
1: 诱导 前 样品 Pre-induced sample; 2: 诱导 后 样品 Induced sample; 
3. 可 溶 组 分 Soluble fraction; 4: 不 溶 组 分 Insoluble fraction. 


2.5 利用 真 核 表达 系统 产生 并 纯化 了 可 溶 的 
CTL6 重组 蛋白 

鉴于 原核 表达 系统 获得 的 CTL 重组 和 蛋白 高 级 
结构 可 能 不 正确 ,我 们 又 利用 了 真 核 Bac-to-Bac@ 杆 
状 病 毒 表达 系统 产生 了 重组 CTL6 和 蛋白。 亚洲 玉米 
X CTL6 利用 自身 的 信号 肽 ,分 泌 到 了 胞 外 的 昆虫 
细胞 培养 基 中 。 借 助 添加 在 CTL6 重组 蛋白 羧基 
端的 6 x His 的 序列 标签 ,我 们 用 钊 -琼脂 糖 凝 腕 对 
其 进行 了 纯化 。SDS-PAGE 结果 (图 6: A) 显示 ， 
纯化 得 到 的 重组 蛋白 分 子 量 约 为 42 kDa, 比 预期 
分 子 量 (33.9 kDa) 略 高 。 电 泳 结 果 还 表明 本 实验 
获得 的 重组 蛋白 在 主 带 下 面 还 有 一 条 很 微弱 的 
带 , 可 能 是 纯化 过 程 中 的 降解 所 致 。Image J 软件 
分 析 结 果 显 示 代 表 CTI6 重组 蛋白 的 主 带 亮度 占 
总 蛋白 的 80.1% ,表明 我 们 获得 的 重组 CTL6 蛋白 
纯度 可 以 用 于 后 续 的 功能 鉴定 。Western blot 分 析 
结果 (图 6: B) 显 示 主 带 下 面 的 微弱 带 也 能 被 
Anti-His 抗体 识别 ,而 6 x His 的 序列 标签 被 人 为 
加 在 重组 CTL6 和 蛋白 的 羧基 端 , 故 表明 降解 发 生 在 
蛋白 的 氨基 端 。 
2.6 CTL6 重组 蛋白 对 大 肠 杆菌 有 凝集 作用 

将 真 核 表 达 系 统 来 源 的 纯化 CTL6 重组 蛋白 加 
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图 6 SDS-PAGE 检测 真 核 表达 系统 来 源 的 CTL6 重组 蛋白 
Fig. 6 SDS-PAGE detection of the purified recombinant 
CTL6 produced in Bac-to-Bac® baculovious system 
A: 考 马 斯 亮 蓝 染色 Coomassie Brilliant Blue staining; B; Western blot 
分 析 ，Anti-His 用 作 一 抗 Western blot assay with Anti-His as the 


primary antibody. 











ARI Ze T ERR EAKR T A P , RR: AX FAE 
血清 白 蛋 白 BSA 的 对 照 , 加 入 CTL6 后 ,大 肠 杆菌 的 
凝集 明显 增多 (图 7)。 并 且 该 凝集 的 增多 是 CTL6 
浓度 依赖 性 的 , 当 CTL6 的 终 浓度 为 10 pg/mL 时 ， 
无 可 见 的 凝集 现象 ; 当 CTL6 终 浓 度 增 至 30 pg/mL 
时 ,对 大 上 肠 杆菌 开始 出 现 可 见 的 凝集 作用 ;在 所 测试 
的 浓度 范围 内 , 当 CTL6 的 终 浓度 为 40 phg/mL By, 
凝集 作用 最 为 明显 (图 7)。 此 外 , 当 浓 度 为 40 pg/ 
mL 时 ,羧基 端 同样 带 有 His 标签 的 亚洲 玉米 蜡 酚 氧 
化 酶 原 重组 蛋白 (Chu et al., 2015b) 加 至 大 肠 杆 菌 
时 ,无 可 见 凝 集 作 用 发 生 ,说 明 CTL 重组 蛋白 中 的 
His 标签 对 凝集 作用 无 任何 影响 ,图 7 中 观察 到 的 
CTL6 重组 蛋白 促进 大 肠 杆菌 的 凝集 是 由 CTL6 本 
吴 的 功能 引起 的 。 














图 7 CTL6 对 大 肠 杆菌 











的 凝集 作用 








Fig. 7  Agglutination of Escherichia coli by Ostrinia furnacalis CTL6 
A: 40 ug/mL BSA + Escherichia coli; B; 40 png/mL PPO +E. coli; C; 10 pg/mL CTL6 + E. coli; D: 30 pg/mL CTL6 + E. coli; E: 40 pg/mL 


CTL6 +E. coli. BSA; 


iE. Agglutination of E. coli was indicated by the red arrow. 








3 讨论 








C 型 凝集 素 作 为 昆虫 模式 识别 蛋白 家 族 中 的 重 
要 成 员 ,在 昆虫 对 外 源 物 的 识别 过 程 中 发 挥 着 重要 
作用 。 本 研究 首次 在 亚洲 玉米 蜡 中 克隆 到 了 CTL6 
基因 的 全 长 cDNA 序列 ,该 基因 编码 的 氨基 酸 序列 
含有 两 个 串联 的 糖 识别 结构 域 (CRD1 和 CRD2 ) 。 








牛 血清 白 蛋 白 Bovine serum albumin; PPO; 酚 氧 化 酶 原 重 组 蛋白 Prophenoloxidase. 大 肠 杆菌 的 聚集 作用 用 红色 箭头 标 




















包括 烟草 天 蛾 IML-2 .美国 白 峨 Hyphantria cunea 凝 
集 素 (lectin) 和 家 看 凝 集 素 (immulectin) E A KY WERA 
HER C 型 凝集 素 也 都 含有 两 个 这 样 的 糖 识别 结 
构 域 (Shin et al, 1998; Koizumi et al., 1999; Yu, 
2000) ,但 是 果 蝇 DL-1 ~ DL-3 在 内 的 双 翅 目 昆 虫 的 
C 型 凝集 素 中 只 含有 CRD2 , 缺乏 CRDI (Ao et al., 
2007) 。 据 报道 单个 的 CRD 对 糖 基 有 弱 的 亲 和 人 性 ， 
并 且 哺 乳 动物 C 型 凝集 素 守 聚 体 间 的 共 价 相互 作 
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用 负责 它们 与 病原 体 表面 结合 ( Weis et al., 1998) 。 
亚洲 玉米 蜡 CTL6 有 两 个 CRD ,可 能 能 够 增强 这 种 
结合 力 。 此 外 ,尽管 所 有 C 型 凝集 素 的 CRD 都 有 相 
似 的 氨基 酸 序列 ,例如 保守 的 下 水 氮 基 酸 残 基 和 4 
个 不 变 的 半 胱 氮 酸 残 基 ,但 是 根据 CRD 的 序列 长 短 
可 分 为 “ 短 型 "和 “长 型 ”两 种 CRD 类 型 。 其 中 短 型 
CRD 含有 约 115 个 氨基 酸 残 基 , 长 型 CRD 含有 约 
130 个 氨基 酸 残 基 且 氨基 端 多 出 一 个 半 胱 氨 酸 残 基 
形成 的 二 硫 键 ( Drickamer, 1993; Day, 1994)。 亚 
VEXI CTL6 的 CRDI 属于 短 型 ,而 CRD2 属于 长 
型 ,CRD2 中 额外 的 两 个 半 胱 氨 酸 残 基 是 Cys163 和 
Cys179。CTL6 中 还 包含 一 个 由 41 个 氨基 酸 残 基 组 
成 的 拓展 环 (FMGFHDWTEHGDWRTIQGQ、QTLKEAG 
YDKFSPGEPNNATTGE ) ,该 拓展 环 也 存在 于 烟草 天 
MK IML-2 和 巨 哈 细胞 甘露 糖 受 体 ( macrophage 
mannose receptor) CRD4 中 (East and Isacke, 2002) 。 
已 知 烟草 天 蛾 IML-2 中 的 拓展 环 有 增强 配 体 结合 刺 
激 酚 氧化 酶 原 激 活 的 能 力 , 亚 洲 玉 米 晓 CTL6 中 的 
拓展 环 是 否 也 有 类 似 的 功能 还 不 可 知 ,这 也 是 我 们 
下 一 步 要 研究 的 课题 。 

鼠 甘 露 糖 结合 蛋白 A (rat mannose-binding 
protein A，MBP-A) 的 CRD 晶体 结构 显示 CRD 中 的 
一 个 钙 离 子 结合 位 点 和 两 个 关键 的 氨基 酸 残 基 
Glu185 和 Asn187 ( Weis et al., 1992) , MBP-A 中 的 
FAR Cu 和 天 冬 酰胺 Asn 通过 与 甘露 糖 上 的 3- 
OH 和 4-0H 形成 氢 键 来 决定 CRD 的 结合 特异 性 。 
相同 位 置 上 是 Clu 和 Asn 残 基 的 CRD 可 与 甘露 糖 
或 者 葡萄 糖 相 互 作用 ,而 该 位 置 上 是 谷 氨 酰胺 Cln 
和 天 冬 氮 酸 Asp 则 结合 半 乳 糖 (Drickamer，1993 ; 
Day, 1994) 。 亚 洲 玉米 量 CTL6 中 的 CRD1 和 CRD2 
中 这 两 个 位 置 的 氮 基 酸 残 基 分 别 为 Clul19 和 
Aspl21 及 Glu269 和 Asn271。 这 暗示 着 亚洲 玉米 量 
的 CTL6 可 能 也 有 结合 甘露 糖 或 者 葡萄 糖 的 特性 。 
据 文献 报道 ,C 型 凝集 素 与 病原 体 细胞 表面 的 糖 基 
结合 后 可 引起 病原 体 的 凝集 从 而 杀 死 或 清除 病原 体 
的 感染 (Ling and Yu, 2006; Xu et al, 2010; Zhang 
et al., 2013; Shi et al., 2014) 。 我 们 把 真 核 表达 系 
统 来 源 的 亚洲 玉米 旦 重组 CTL6 蛋白 在 体外 与 大 肠 
杆菌 混合 时 , 的 确 观察 到 CTL6 的 加 入 可 以 导致 大 
肠 杆菌 的 凝集 , 且 该 凝集 作用 是 浓度 依赖 性 的 。 这 
表明 本 研究 鉴定 到 的 亚洲 玉米 虹 CTL6 是 一 种 典型 
的 C 型 凝集 素 ,对 大 肠 杆菌 有 一 定 的 凝集 能 力 ,这 
也 与 生物 信息 学 分 析 结 果 是 一 致 的 。CTL6 在 亚洲 
玉米 晶体 内 作为 一 种 模式 识别 受 体 , 参 与 了 该 害虫 
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的 天 然 免 疫 应 答 过 程 ,促进 大 肠 杆菌 的 凝集 。 

综 上 所 述 , 本 研究 鉴定 并 验证 出 一 种 新 的 C 型 
凝集 素 CTL6, 克隆 了 其 全 长 cDNA 序列 ,分 析 了 其 
时 空 和 诱导 表达 模式 ,并 利用 多 种 表达 系统 获得 了 
纯化 的 重组 蛋白 。 重 组 CTL 蛋白 在 体外 对 大 肠 杆 
菌 有 一 定 的 凝集 作用 ,表明 CTL 参与 了 亚洲 玉米 
蜡 对 病原 物 的 天 然 免 疫 反 应 。 本 研究 结果 为 进一步 
探索 CTL6 在 亚洲 玉米 蝶 天 然 免 疫 过 程 的 功能 和 作 
用 机 制 莫 定 了 基础 ,相关 研究 工作 正在 深入 进行 
之 中 。 
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